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論文内容の要旨
私は真核生物の DNA複製について、ツメガエル卵抽出液の無細胞 DNA複製系を用いて研究を進めてきた。今回、
私は DNA複製中の染色体上で形成された強固な MCM-Cdc45 複合体が、複製に必要な DNAヘリケースとして働い
ていることを強く示唆する結果を得たので報告する。また、 DNA ポリメラーゼ E (Pol E )が DNA 複製の際に他のポ
リメラーゼとは異なる挙動を示すことを見い出したので、そこから考察される Pol E の機能についてもあわせて報告
する。
Cde45 との結合による MCM 複合体の S 期における活性化
MCM2・7 複合体及び Cdc45 は DNA 複製の開始と伸長に必要とされる。近年の研究から、精製した MCM4/617 複
合体は DNAヘリケース活性を示すことが分かつているが、染色体に結合した MCM 及び Cdc45 の生化学的な活性は
明らかではない。そこで私はツメガエル卵抽出液を用いて、染色体に結合した MCM の生化学的性質を調べた。界面
活性剤存在下で抽出した MCM を免疫沈降する実験から、 DNA 複製開始に伴って MCM の 6 つのサブユニットが
Cdc45 を含む強固な複合体 (MCM-Cdc45 複合体)を形成することが分かつた。この強固な複合体の形成には S 期
CDK の活性が必要であり、また Cdc45 は MCM の複合体の安定化に必要であった。さらに、染色体に結合している
蛋白質の免疫沈降実験から、 DNA 複製中の染色体上に形成される MCM 及び Cdc45 を含む複合体が DNA ヘリケー
ス活性を有していること、及びこのヘリケース活性の発現に CDK の活性及び Cdc45 が必要であることが分かつた。
これらの結果は、 DNA 複製中の染色体上での MCM-Cdc45 の強固な複合体の形成と、 MCM のヘリケース活性が強
く相関していることを示している。私はこの MCM-Cdc45 複合体が細胞内における DNA 複製の際に、 DNA ヘリケ
ースとして働くと考えている。
DNA複製中の染色体上における Pol E の特異的な挙動
真核生物の DNA複製に必要な 3 種の DNA ポリメラーゼのうち、 Pol E は酵母において生存に必須であるが、 DNA
複製に際して果たす役割は良く分かつていない。そこで Pol E の機能を調べるため、ツメガエル卵無細胞 DNA 複製
系を用いて Pol E の挙動を調べた。 Pol E は複製中に Cdc45、 RPA、 Pol α 、 PCNA といった DNA 複製関連蛋白質と
同じ時間経過で染色体に結合した。また Pol E の染色体への結合はプライマーゼ活性を持つ Polα には依存せず、 Pol
。U
E が DNA の新生鎖の伸長反応以外の役割を持っていることが示唆された。さらに、 Pol é 非存在下では、複製関連蛋
白質の染色体への結合は影響を受けないが、複製の進行に伴うそれらの蛋白質の染色体からの解離が顕著に阻害され
た。この結果は、 Pol é が DNA 複製の伸長段階において重要な機能を果たしていることを示唆する。 Pol é の非存在
下では Pol α が染色体上に蓄積することを考えると、これらの結果は Pol é が複製関連蛋白質を協調させ、効率的な
DNA伸長反応を起こさせるために働いている可能性を示している。
論文審査の結果の要旨
笹太郎君は、アフリカツメガエル卵抽出液無細胞 DNA 複製系を用いて、 DNA 複製開始複合体の構成成分である
MCM2-7 と DNA ポリメラーゼ E の機能について研究を行い、次の二点を明らかにした。第一は DNA複製の開始と
伸長に必要とされる MCM2-7 と Cdc45 が S 期開始時に強固な複合体を形成して DNA ヘリケースとして働くことを
強く示唆する結果を得たことである。近年の研究から、精製した MCM4/617 複合体は DNA ヘリケース活性を示すこ
とが分かつていたが、染色体に結合した MCM の生化学的な活性は明らかではなかった。笹君は、染色体に結合した
MCM の生化学的性質を調べ、 DNA 複製開始に伴って MCM2-7 が Cdc45 を含む強固な複合体を形成すること、 DNA
複製中の染色体上に形成される MCM2・7 と Cdc45 を含む複合体は DNA ヘリケース活性を有していること、また強
固な複合体の形成とヘリケース活性の発現に CDK 及び Cdc45 が必要であることを示した。第二は、 DNA 複製開始
におけるポリメラーゼ E の特異的な挙動を明らかにしたことである。笹君は真核細胞の DNA 複製に必須なポリメラ
ーゼ E の複製開始時における挙動を特異的な抗体を用いて調べ、このポリメラーゼが DNA 鎖合成に加えて、複製装
置の形成と崩壊に関わっていることを示唆する結果を得た。これらの成果は、これまで機能が明確にされていなかっ
た MCM とポリメラーゼ E の複製開始における働きを解明する上で重要な第一歩となるものであり、博士(理学)の
学位論文として十分価値のあるものと認める。
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